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ПРОЛИФЕРАЦИЯ И МЕТАБОЛИЗМ ХОНДРОЦИТОВ 
ХРЯЩЕВЫХ ЗАКЛАДОК РАСТУЩЕЙ 
ГРУДНОЙ КОНЕЧНОСТИ РЫЖЕЙ ВЕЧЕРНИЦЫ 


Проліферація та метаболізм хондроцитів хрящових закладок ростучої грудної 
кінцівки рудої вечірниці, Ковтун М. Ф., Житников А. Я.— Встановлено, що в 
ембріогенезі мае місце випереджуючий ллечову кістку ріст променевої, п’ястко- 
вих та фаланг. При схожих показниках репродукції хондроцитів в зонах пролі- 
ферації епіфізарних хрящів цих кісток поступово зростають як розміри самих 
зон, так і кількість клітин. Визначальними процесами еволющйно запрограмо- 
ваного росту кісток грудної кінцівки е збільшення популяції проліферуючих 
хондроцитів та швидкість їх термінальної диференціації, що обумовлює струк- 
туру епіфізарних хрящів. 
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Сохраняя общий план строення пятнпалой конечности млекопитающих, грудные 
конечностн рукокрылых обрели черты, специфичные только им: прежде всего это уд- 
линение пястных костей (Мс 2—5), фаланг пальцев, лучевой кости, развитие межпаль- 
цевой перепонки. Первый палец, как и первая пястная кость (Мс 1), че были вовле- 
чены в эволюционные преобразования кисти и сохранили анцестральные пропорцин. 
Морфологические преобразования грудных конечностей и кистевого нх отдела, в част- 
ности (автоподия), привели к образованию нового для млекопитающих типа конечно- 
стей и рассматриваются нами как ключевой морфогенез в эволюции рукокрылых. 

Эколого-морфологические факторы и причины, стимулировавшие отмеченные пе- 
рестройки конечностей, обсуждались ранее (Ковтун, 1984, 1990), однако процессы, 
обеспечивающие специфическое удлинение (рост) отдельных звеньев скелета конечно- 
стей и происходящих на клеточном уровне (т. н. механизмы роста), не изучены. Нами 
получены данные, позволяющие судить о динамике конденсации мезенхимных клеток и 
закладке хондробластем, о репродуктивных и метаболических свойствах хондроцитов 
и структурных преобразованиях в хрящевых закладках скелета конечностей на раз- 
личных стадиях эмбриотенеза. Настоящее сообщение посвящено их анализу и обсуж- 
дению вопроса о механизмах роста костей, претерпевших столь уникальное удлине- 
ние. 

Материал н методы. Материалом служили грудные конечности эмбрионов рыжей 
вечерницы (Мусѓаіиѕ посша) различных стадий разиития и животных до 10 сут пос- 
ле рождения. Объекты фиксировали в жидкости Буэна или 10 %-ном формалине. Де- 
кальцинировалн (при необходимости) в 10 %-ном р-ре ЭДТК, обезвоживали в этано- 
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Рис. 1. Хрящевая закладка плечевой кости, зоны: э — эпифизарная, пр — пролифера- 
цин, ц — центральная, л — перихондрий. 

Еіс. 1. СагШаре по4е] о! \Пе һитегиѕ, 2опеѕ: э — ерірһуѕіаї, пр — ргоііЃега(їоп, ц— 
сетіга1, п — регісһопӣгіа!. 

Рис. 2. Включение *Н-глицина хондроцитами центра днафиза хрящевой закладки. Ра- 
днонуклид введен на 1 ч. Гематоксилин Майера — эозин, 400. 

РЕ. 2. %Н-рІусіп іпсогрогаііоп Бу сепіга! ЧазрНуз!$ сагіаре тое! сһопагосуѓеѕ. Ва- 
діопис1іде ехроѕиге | һг. Мауег'ѕ һаетаѓохуііп — еоѕіп, 400. 


лах возрастающей концентрации, заливали в парафин. Готовили гистологические сре- 
зы, которые окрашивали по Маллори, гематоксилнном Майера-эозином-сафранином. 
Для оценки пролиферативных и метаболических свойств хондроцитов применен ме- 
тод автораднографии с использованием °Н-тимидина, ЗН-глицина, ЗН-глюкозы и 3%5- 
сульфата натрия. Радионуклиды вводили раздельно, внутрибрюшинно беременным 
самкам нли после рождения в дозе 37—185 кБк/т яа | ч, 1, 2, 4 сут. На гистологиче- 
ские срезы хрящевых закладок наносили эмульсию типа «М» н экспонировали прн 
4°С в течение 1,5 мес, проявляли, фиксировали и окрашивали гематоксилином Ма- 
Йера-эозином. На изготовленных гисторадиографических препаратах подсчитывалн 
индекс меченых ЗН-тимидином хондроцитов, концентрацию зерен восстаневленного се- 
ребра фотоэмульсни над клетками и матриксом хряща после введения °Н-глицина я 
35-сульфата натрия. Интенсивность роста хрящевых закладок оценивали по переме- 
щению меченых ?Н-тимидином хондрощитов в эпяфизарных хрящах через различное 
время после его \введения в организм животных. Морфометрически определяли также 
размеры каждой кости, а в пределах эпифизарных хрящей — размеры зон пролифера- 
ции, созревания, гипертрофии и концентрацию в них хондроцитов. Цифровые данные 
обработаны статистически. . 


Результаты и обсуждение. У эмбрионов рыжей вечерницы с раз- 
мерами туловища 4,5 мм почка грудной конечности представлена рых- 
ло расположенными клетками мезенхимы, контактирующими между 
собой цитоплазматическими отростками. Формирование хондробластем, 
как и у других позвоночных, происходит повышением концентрации 
клеток в зонах, проспективно соответствующих хрящевым закладкам 
скелета (Јаппег, Зеаг!з, 1970; Житников, 1976). В почке конечности 
они формируются последовательно в проксимодистальном направле- 
нии. Последующий рост хрящевых закладок осуществляется во вза- 
имосвязи с дифференцировкой клеток, темпы и направленность кото- 
рой в каждой из них имеют определенные локальные особенности. Это 
позволяет по метаболическим, репродуктивным свойствам и морфо- 
логическим признакам клеток выделить в закладках зоны: центр диа- 
физа, по две эпифизарные и промежуточные (рнс. 1). Центрально рас- 
положенные хондроциты постепенно приобретают наибольший объем 
в результате прироста массы цитоплазмы и в функциональном отно- 
шении являются наиболее активными клетками. Они интенсивно син- 
тезируют глюкозаминогликаны, белки, что определяется на гистора- 
диографических препаратах по включению 35$-сульфата натрия и ЗН- 
глицина (рис. 2). На полюсах закладок хондроциты сохраняют не- 
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Рис. 3. Продольные размеры костей грудной конечности на разлинчых стадиях онтоге- 
неза. Абсцисса — длина эмбрионов ® (мм), возраст ** (сут), ордината — длина костей 
(мкм): / — плечевая кость, // — лучевая кость, /// —- метакарпалии, фаланги. 

Нав. 3. Гопейи@та!| ѕіге о! {ће ресіога! ехігетііу Бопеѕ аі 41егеп# 5{ареѕ о! опіоре- 
пеѕіѕ. Х-соогдіпаќе етЬгуо Іепріһ* (тт), аре°* (4ауз), Ү-соог4іпаіе — Бопе Іепріћ 
(мт): / — һитегиѕ, // — гайіиѕ, /// — теќасагра1іа, рћа!апвезѕ. 


Рис. 4. Метка 3°$-<ульфата натрия над гипертрофированными хондроцитамн централь- 
ной зоны диафиза хрящевой закладки. Гематоксилин Майера — эозин — сафранин, 
400. 

Бір. 4. 25 ѕойіит ѕиІрћаќе ІаБе! оуег Һурегігорһіс сһопӣгосуђеѕ оѓ :{һе сагіШаре тойе! 
діарһуѕіѕ сепіга! гопе. Мауег'ѕ Ваета{охуЙп — еоѕіп — ѕаїгапіп, 400, 

Рис. 5. Очаг резорбции (ор) и начало формирования костно-мозговой полости в цент- 
ре диафиза хрящевой закладки. Гематоксилин Майера — эозин — сафранин, Ж100. 


Ре. 5. КеѕогЬііоп сепіег (ор) ала Беріппіпр ої {ће Бопе таггом сауЙйу огтаНоп іп 
(һе сагіПаре тое! Яіарһуѕіѕ сепіег. Мауег'ѕ Паета{охуЙп — еоѕіп — ѕаѓгапіп, Ж100. 


большие размеры, а в промежуточных зонах приобретают уплощенную 
форму относительно длинной оси закладок (рис. 1). Интенсивность 
биосинтеза ими белково-углеводных компонентов матрикса соответству- 
ет морфологическому состоянию. По мере формирования по периметру 
диафизарного хрящевого стержня перихондра завершается этап мор- 
фогенеза провизорных хрящевых закладок (длина эмбриона 11 мм). 
В этот период эмбриогенеза соотношение длин плечевой, лучевой и 
пястных костей выражается соответственно 1,0 : 0,75 : 0,5 (рис. 3). Наи- 
большие размеры имеет закладка плечевой кости, а наименьшие — фа- 
ланги пальцев. 
Последующие структурно-метаболические изменения возникают в 
клетках и матриксе центральной зоны. В хрящевых закладках плече- 
вой и лучевой костей эмбрионов с длиной тела 11—13 мм хондроциты 
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достигают терминальной стадии дифференцировки (гипертрофия), зна- 
чительно снижая функциональную активность (рис. 4). Хрящевой мат- 
рикс здесь уплотняется и имеет вид тонких межклеточных перегородок 
(рис. 5). Размеры зоны с такими клетками составляют 30 $ общей 
длины закладок (рис. 6). У эмбрионов длиной 15 мм хрящевой матрикс 
в центре диафиза закладок плечевой и лучевой костей резорбируется 
клетками, попадающими сюда со сторо- 


г" ны периоста вместе с врастающими кро- 
4 —— веносными сосудами. В результате фор- 
2’ Г мируется первичная костно-мозговая по- 
17" Е лость (рис. 5). Таким образом, в опре- 
15" зеза деленный период внутриутробного раз- 
ша вития рост центральной зоны диафиза 
и" ко закладок осуществляется за счет уве- 
г" УУХ 
аг — 
17" М 
А 
г“ 
125 
п" 
15 з 


Рис. 6. Продольные размеры зон эпифизарных хрящей костей на различных стадиях 
онтогенеза. Абсцисса — длина зон (мкм), ордината — длина эмбрионов * (мм) и воз- 
раст** (сут.): /-—: плечевая кость, // — лучевая кость, /// — метакарпалин, фаланги; 
зоны: / — пролиферации, 2 — созревания, 3 — гипертрофии; Д и гра дистальный и 
проксимальный эпифизарный хрящ. | 

Ре. 6. Ерірһуѕіа! сагіаре 1опеЙи@!:а! ѕіге аі Яі егепі З{арез ої опіорепеѕіѕ. Х-соог- 
діпаќе — гопе еп! (мт), Ү-соогӣіпаїе — етЬгуо ІепЕіһ * (тт) апі аре ** (4ауз): 
1 — Витегиз, П — гайіиѕ, ПТ — теасаграНа, рһаіапвеѕ; 2опез: / — ргоШегаНоп, 2 — 
таќигаёіоп, 3 — һурегігорһу; Д ап@ Л — @іѕіа! апа ргохипа! ерірһуѕіа! сагіаре. 


Рис. 7. Меченые ЗН-тимидином хондроциты в промежуточных зонах хрящевой заклад- 
ки. Гематоксклнн Майера — эозин. 250. 


Гір. 7. Н-һутідіпе ІаБеПеа сһопӣгосуіеѕ іп сагіПаре тоде|] іпіегтейіагу 20пез. Ма- 
уег'ѕ һаетаіоху1іп — еоѕіп. 250. 


личения объема клеток с 10—12 мкм в диаметре до 25—40 мкм) и пе- 
рехода в гипертрофированное состояние хондроцитов промежуточных 
зон, где регистрируется наибольшее количество пролиферирующих 
клеток, а индекс меченых ЗН-тимидином ядер достигает 15 % (рис. 7). 
В хрящевых закладках пястных костей и фаланг хондроциты, форми- 
рующие к этому периоду эмбриогенеза центральную зону днафиза, 
еще проявляют высокую функциональную активность, интенсивно ас- 
симилируют ЗН-глицин и 355-сульфат натрия, т. е. продолжают син- 
тезировать белково-полисахаридные субстанции для формирования 
матрикса. Однако среди них не встречаются митозы, и они не вклю- 
чают ЗН-тимидин. Интенсивное размножение и функционирование хонд- 
роцитов в промежуточных зонах и их последующая гипертрофия обес- 
печивают рост хрящевого диафиза и определенные морфологические из- 
менения в других зонах. Преобладание здесь темпов размножения хонд- 
роцитов над переходом их в гипертрофированное состояние способствует 
увеличению концентрации клеток и размеров зон (рис. 8). Промежу- 
точные зоны, представленные уплощенными хондроцитами, можно счи- 
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Рис. 8. Продольные размеры зон пролиферации (/), концентрация клеток в них (2) и 
интенсивность роста ( ®) закладок скелета грудной конечности в онтогенезе. Абецис- 

1 

са — длина эмбрионов” (мм) и возраст** (сут.), ордината — слева — размеры (мкм), 
справа — интенсивность роста (мкм/сут). /— метакарпалии, фаланти, // — лучевая 
кость, /// — плечевая кость; а — проксимальная часть, 6 — дистальная часть. 

Еір. 8. ГопеНи@та| ѕіге оѓ ће ргоШегаНоп 2опез (1), се! сопсепігаіїоп (2) апӣ вто\ИН 
іліепѕіїу (®) іп ресюга| ехїгетіќу зкейе{а! тоде]з йигіпр оп{орепез!5. Х-соогӣіпаќѓе — 
етЬгуо 1епё* (тт) ап@ аве** (4ауз), У-соогд4тае — Іеї, ѕіге (мт), ПЕНЬ стом 


іпіепѕќу (мт/4ау). Г — теіасагра[іа, рһа1апвеѕ, // — гад! из, /// — һитегиѕ; а — рго- 
хіта! рагі, б — 41$Ёа| рагі. 


тать обновляющимися и растущими системами, в которых увеличение ко- 
личества хондроцитов преобладает над темпами приобретения ими ги- 
пертрофированного состояния. Увеличение абсолютного количества кле- 
точных единиц, даже без изменения продолжительности митотическо- 
го цикла и величины пролиферативного пула, способствует интенсифи- 
кации роста этих зон хрящевых закладок. Чем продолжительнее в 30- 
нах пролиферации эпифизарных хрящей доминирует размножение 
хондроцитов над переходом их в терминальную стадию дифференци- 
ровки, тем массивнее становится зона по концентрации клеток и раз- 
мерам (рис. 9). Благодаря этому даже при снижении фракции раз- 
множающихся хондроцитов (за счет продолжительности митотическо- 
го цикла или пула) здесь сохраняется значительный клеточный резерв, 
обеспечивающий продольный рост скелетных звеньев. Именно соотно- 
шение темпов размножения хондроцитов и последующей терминальной 
дифференцировки являются теми основными процессами в эпифизар- 
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Рис. 9. Продольный срез 
фрагмента хрящевой за- 
кладки плечевой кости, зо- 
ны: э — эпифиз, пр — проли- 
ферации, с — созревания, 
г — гипертрофии. Гемато- 
ксилин Майера — эозин — 
сафранин. Ж25. 


Ре. 9. ГопЕіќидіпа! зесНоп 
ої а сагіШаве тобе] Ггав- 
тепі ої {ће һитегиѕ, 20пеѕ: 
э — ерірһуѕіаі, пр — ргоіі- 
ГегаНоп, с — табгаНоп, 
г — һурегігорһіс. Мауег'ѕ 
ВаетаюхуЙп — еоѕіп — ѕа- 
їтапіп, 25. 


ных хрящах скелета позвоночных, которые определяют как их струк- 
туру, так и интенсивность роста костей (2һіќпікоу, 1978; Житников, 
1979). Различные взаимоотношения интенсивности пролиферации и 
дифференцировки клеток, возникающие в развивающихся хрящевых 
закладках скелета рыжей вечерницы, обеспечивают: их соотноситель- 
ный рост; морфогенез и структурные отличия зон по размерам, морфо- 
логии и концентрации клеток; соотношению клеток и матрикса. 

Несколько иные взаимоотношения между репродукцией и диффе- 
ренцировкой хондроцитов возникают в развивающихся эпифизах длин- 
кых трубчатых костей рыжей вечерницы. Здесь отсутствует определен- 
ный, строго локализованный в пространстве камбиальный клеточный 
источник. Сходные по морфологии пролиферирующие и вышедшие нз 
цикла репродукции хондроциты равномерно распределены во всем их 
пространстве, обеспечивая увеличение как клеточных единиц, так и 
синтез субстанций хрящевого матрикса. Индекс меченых ЗН-тимиди- 
ном хондроцитов составляет в различные периоды хондрогенеза 9— 
10%. К моменту рождения животных в эпифизах костей можно об- 
наружить хондроциты, отличающиеся по морфологии, репродукции н 
метаболической активности. Они имеют строго определенную топогра- 
фическую локализацию. В центре крупные, округлые клетки не раз- 
множаются, однако функционально очень активны. Пролиферирующие 
хондроциты располагаются радиально по отношению к этим клеткам, 
и больше всего их локализовано ближе к сустаной поверхности. По- 
следующая терминальная дифференцировка центрально расположен- 
ных хондроцитов, приводящая к их гипертрофии, и структурно-мета- 
болические изменения в матриксе (его минерализация) в сочетании 
с васкулярной реакцией создают предпосылки для возникновения вто- 
ричных центров оссификации и топографического выделения сустав- 
ного и эпифизарного хрящей. \ 

В эксперименте с летучими мышами сложно получить эмбрионы с 
достаточно точным периодом развития. Затруднено поэтому и опре- 
деление интенсивности роста скелетных элементов с учетом возраста 
плода. Для этих целей нами использован косвенный, но в то же время 
точный метод, основанный на мечении ЗН-тимидином хондроцитов в 
зонах пролиферации эпифизарных хрящей закладок скелета плодов 
с последующей регистрацией меченых клеток в зонах созревания и ги- 
пертрофии (2һіпікоу, 1978). Определив расстояние и время, в тече- 
нне которого «сместились» меченые хондроциты после импульсного 
введения ЗН-тимидина, т. е. приобрели морфологические признаки со- 
зревающих или гипертрофированных, можно рассчитать скорость рос- 
та закладок со стороны дистального и проксимального эпифизарных 
хрящей (рис. 8). Так, до формирования костно-мозговой полости ско- 
рость роста хрящевых закладок грудной конечности составляет 120— 
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150 мкм/сут, а тазовой — 80—100 мкм/сут со стороны каждого мета- 
физа. В дальнейшем происходит опережающий плечевую кость рост 
лучевой, пястных костей и фаланг, который составляет 200— 
250 мкм/сут. У новорожденных животных соотношение длин этих кос- 
. тей выражается как 1,0: 1,3 : 0,8: 


ГАИ —===—=1 : 0,8, а к 12 сут постнатального 
ПА ЗУ © развития — 1,0:1,4:1,2:1,2 
и о в (рис. 3) . 
м \ЗЗЗЗ:ЗЗ:\Йх 7 1 
А — Рис. 10. Концентрация хондроцитов в 
Гис = зонах эпифизарных хрящей костей груд- 
ых == И ной конечности на разлинчых стадиях 


: онтогенеза. Абсцисса — количество кле- 
Сена ток, ордината — длина эмбрноонов* 
1“ м 5 (мм) н возраст” (сут): /— плечевая 
и 2—38 ш-! кость, // — лучевая кость, /// — мета- 
„Жони 7 в-: карпалин, фаланги; зоны: / — пролифе- 
Г = Г 0-5 рации, 2 — созревания, 3 — гипертрофии; 
Г — = Д и П — дистальный и проксимальный 
< эпнфизарный хрящ. 


5 ВАЗЕ 7 Ей. 10. Сһопӣгосуќе сопсепігаїіоп іп {һе 
2 0 ресіогаї ехігетйу ерірһузѕіа! саг аре 
2 М 4 гопе аї 4 їегепі З{авез ої опіорепеѕіз. 
2" Шахах 7 Х<оог4та{е — се! питЬег, Ү-соогіпа- 
у ќе — етбгуо 1еп* (тт) апӣ аре** 
Е (4ауз): І — һитегиѕ, П — гайіиѕ, Ш — 
теѓасаграіа апі рһајапвеѕ; 20пез: / — 
С гоШегаНоп, 2 — таіцгаііоп, 3 — һурег- 
горһу; Д апа Л — іѕіа! апі ргохіта! 

гмиквитма мш 2и ерірһуѕіаІ сагііаре. 


Более интенсивный рост дистальных звеньев скелета грудной ко- 
нечности рыжей вечерницы обусловлен возникающими в пренатальном 
онтогенезе взаимоотношениями между репродукцией и дифференци- 
ровкой хондроцитов в эпифизарных хря- 
щах. Как показали исследования, при сход- 
ных величинах индекса меченых ЗН-тимиди- 
ном хондроцитов в зонах пролиферации 
эпифизарных хрящей лучевой, метакар- 
пальных костей и фаланг между репродук- 
цией и дифференцировкой клеток возни- 
кают такие взаимодействия, посредством 
которых увеличивается абсолютное коли- 
чество клеточных единиц (рис. 10). Эти 
взаимодействия сбалансированы так, что 
после прохождения клетками митотическо- 
го цикла и увеличения численности попу- 
ляции в состояние созревающих и гипер- 


Рис. 11. Продольный срез дистального и прокси- 
мального эпнфизарного хряща метакарпальной 
кости, зоны: э — эпифиз, лр — пролиферация, с — со- 
зревания, г — гипертрофни. Гематоксилин Майера — 
эозин — сафранин. 25. 


Не. 11. Іопріќибіпа! зесНоп іһгоџећ Фіѕіаї апа 
ргохита! ерірһузіаї саг(Паре ої а теќасагра! Бо- 
пе, 20пеѕ: э — ерірһуѕіаі, пр — ргоШегаНоп, с — та- 
фигаНоп, г — һурегігорһіс. Мауег'ѕ һаетаіоху1іп — 
еоѕїп — ѕаЃгапіп. 25. 


трофированных переходит меньше хондроцитов, чем образовалось пос- 
ле деления. В результате постоянно увелниваются размеры зоны про- 
лиферации и концентрация в ней клеток (рис. 9, 10). Поэтому без уче- 
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та абсолютного количества клеток в этой зоне такой относительный 
показатель, как индекс мечения ЗН-тимидином, не может в полной ме- 
ре отражать реальные темпы роста тканей системы вообще и скелета 
в частности. Указанные взаимоотношения подтверждаются на приме- 
ре исследования структуры дистального и проксимального эпифизар- 
ных хрящей метакарпальных костей и фаланг (рис. 6). В ранний пе- 
риод хондрогенеза они не отличаются размерами зон, концентрацией 
хондроцитов. Постепенно, в силу локально возникающих взаимодей- 
ствий между репродукцией и дифференцировкой клеток, различия 
между ними становятся существенными. У 10-дневных животных ди- 
стальный эпифизарный хрящ превосходит по размерам проксималь- 
ный в 10 раз (рис. 6, 11), а интенсивность роста костей со стороны 
дистального и проксимального эпифизарного хряща составляет соот- 
ветственно 250 и 75 мкм/сут (рис. 8). 

Таким образом, на ранних этапах эмбриогенеза рыжей вечерницы 
по формирующимся хондробластемам в почке конечности невозможно 
предопределить форму и размеры будущих скелетных элементов, т. к. 
последующий морфогенез каждого из них происходит при различной 
выраженности репродукции, метаболизма и терминальной дифферен- 
цировки хондроцитов. Преобладание в пренатальном онтогенезе ры- 
жей вечерницы развития лучевой, метакарпальных Костей и фаланг 
следует рассматривать как генетически закрепленный механизм, по- 
средством которого осуществляется регулирование основных свойств 
клеток — размножения и дифференцировки. Их взаимоотношения в 
хондрогенезе предопределяют структуру эпифизарных хрящей и по- 
тенциальные возможности этих структур для обеспечения роста закла- 
док скелета в пренатальном и постнатальном онтогенезе. 
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